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摘要 :目的 观察 人 甲状 旁 腺 激素 (PTH) 的 N 端 活性 片段 PTH(1-34) 对 人 成 骨肉 瘤 细 胞 MG63 基质 Gla 和 蛋白 (MGP) 表 达 的 影 
响 , 以 及 PTH 通 过 WntypB-catenin 信号 通路 介 导 MGP 表 达 调 控 的 作用 ,探讨 PTH(1-34) 在 防治 骨 质 玻 松 症 作 用 中 可 能 的 分 子 
机 制 。 方 法 (1) 用 不 同 浓度 PTH(1-34)(10”、10*、10” mol/L) ,单独 或 联合 WntypB-catenin 信 和 号 通路 抑制 剂 DKK-1(200 ng/mL ) 干 预 
MG63 细胞 ; (2) 检 测 碱 性 磷酸 酶 (ALP) 染 色 及 活力 测定 用 于 判断 细胞 分 化 情况 ; (3)MGP 及 Wnt/B-catenin 信 号 通路 各 组 分 
的 mRNA 及 蛋白 的 表达 分 别 采用 实时 定量 RTPCR 及 Western blotting 方 法 。 结 果 (1)PTH(1-34) 上 调 MGP 基 因 的 表达 ， 
MGP mRNA 的 表达 分 别 是 对 照 组 的 2.56 倍 .4.14 倍 .7.81 倍 (Ps<0.05 或 P<0.01) , 且 呈 剂量 依赖 性 增高 ;(2)PTH 增 强 MG63 
细胞 ALP 活 力 ,Dkk-l 抑 制 ALP 活 性 ,Dkk-1 与 PTH 联 用 部 分 阻 断 PTH 上调 ALP 活 力 (P<0.05);(3)PTH 上调 MGP 及 Want/ 
B-catenin 信号 通路 中 相关 因子 LRP5 , -catenin .Runx2 mRNA 及 和 蛋白 水 平 ,其 mRNA 分 别 是 对 照 组 的 2.65、4.01、3.48 售 (P< 
0.05 或 <0.01);DKK-1 对 PTH(1-34) 促 MGP 表 达 没 有 影响 ,但 大 部 分 阻 断 了 Wnt/B-catenin 信 号 通路 中 相关 因子 的 表达 。 结 


W PTH(1-34) 能 明显 上 调 MGP 及 Wnt/B-catenin 信 号 通路 中 相关 因子 的 表达 ,Wnt/B-catenin 信 号 通路 和 MGP 在 PTH 调 节 骨 


代谢 中 起 重要 作用 。 
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Abstract: Objective To observe the effect of parathyroid hormone (PTH)(1-34) on the expression of matrix Gla protein (MGP) 
and Wnt/B-catenin signaling pathway and elucidate the possible molecular mechanism of PTH (1-34) in the prevention and 
treatment of osteoporosis. Methods MG63 cells treated with PTH (1-34) at 10°, 10*, and 107 mol/L, alone or in combination 
with Wnt/beta-catenin signaling pathway inhibitors DKK-1 (200 ng/ml) were examined for mRNA and protein expressions 
related with Wnt/B-catenin signaling with real-time PCR and Western blotting. The cell differentiation after the treatment was 
assessed with alkaline phosphatase (ALP) staining and cell viability assay. Results PTH (1-34) significantly increased the 
expression of MGP in a dose-dependent manner in MG63 cells (P«0.05 or P«0.01). PTH treatment obviously enhanced ALP 
activity in the cells, and this effect was suppressed by DKK-1. Combined treatment with DKK-1 partially blocked 
PTH-induced enhancement of ALP activity (P«0.05). PTH promoted the expression of MGP and enhanced LRPS5, -catenin, 
and Runx2 expressions in Wnt/B-catenin signaling pathway at both protein and mRNA levels (P«0.05 or P«0.01). DKK-1 
partially blocked the effect of PTH (1-34) on Wnt/B-catenin signaling pathway (P«0.05) without affecting MGP expression. 
Conclusion PTH (1-34) significantly increases the expressions of MGP and proteins in the Wnt/p-catenin signaling pathway. 
Wnt/B-catenin signaling pathway and MGP mediate the regulation of osteogenosis by PTH. 

Key words: PTH (1-34); matrix Gla protein; Wnt/B-catenin signaling pathway; postmenopausal osteoporosis; MG63 cells; 
alkaline phosphatase 
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坏 为 特征 导致 骨 脆性 增加 而 易 骨 折 的 全 身 代 谢 性 骨 
病 。 它 是 危及 老年 人 特别 是 绝经 后 妇女 健康 问题 之 
一 。 近 年 研究 发 现 人 甲状 旁 腺 激素 (PTH) 类 药 是 目前 
最 有 前 途 的 骨 形 成 促进 剂 ,不 但 能 逆转 骨 质 玻 松 性 骨 丢 
Ak ,间歇 性 低 剂 量 给 予 PTH 能 使 骨 量 增加 ,促进 骨 形 
成 中。 临床 用 药 有 重组 人 PTH 全 长 型 hPTH 和 NN 末端 
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片段 hPTH(1-34) 活 性 片段 ,后 者 具有 PTH 相同 的 生理 
EH", 

PTH 对 骨 代谢 的 调节 作用 机 制 有 多 种 ,有 PKA2 和 
丝 裂 原 活 化 蛋白 激酶 (MAPKs)/ 细 胞 外 调节 蛋白 激酶 
(ERKs) 通 路 “等 信号 通路 ,PTH 可 能 通过 调节 基质 
GLA 和 蛋白 (MGP) 对 上 骨 代 谢 起 调节 作用 *“%。MGP 是 软 
骨 内 骨 形 成 和 血管 内 钙化 的 重要 调节 因子 ,是 矿 盐 沉积 
Bs HH 7, Wnt-catenin 信号 通路 也 在 骨 形 
成 中 起 重要 的 作用 ,PTH 能 结合 Wnt/B-catenin 信号 
通路 的 重要 因子 Runx2 的 启动 子 而 正 调控 Runx2 的 转 
3k, PTH,MGP 及 Wnt/B-catenin 信和 号 通路 之 间 的 关 
系 对 理解 PTH 在 促进 成 骨 细胞 分 化 .生成 的 作用 机 制 
有 重要 价值 。 

本 人 研究 采用 体外 培养 的 人 成 骨肉 瘤 细 胞 MG63 ,用 
不 同 浓度 PTH (1-34) 进行 干预 ,观察 MGP, Wnt 
p-catenin 信号 传导 通路 相关 因子 的 表达 水 平 变 化 ,通过 
检测 骨 代谢 活力 标记 物 ALP 活 性 来 观察 成 骨 细胞 的 成 
骨 活动 ,并 用 WantpB-catenin 信号 传导 通路 特异 抑制 剂 
DKK-1 干预 对 照 ,阐明 PTH、MGP X Wnt/B-catenin 信 
号 通路 之 间 的 关系 ,阐明 PTH(1-34) 促 进 骨 生成 的 作用 
分 子 机 制 。 


1 材料 和 方法 
1.1 试剂 

无 酚 红 DMEM (Gibco) ;0.25% 胰 酶 ( 含 EDTA) 
(Gibco) ; F BE 3& -BE B R DLE R (Gibco) ; 胎 牛 血清 
(Gibco) ; PTH (1-34) (Sigma) ; DKK-1 (Sigma) ; MGP, 
B-catenin, Runx2, LRPS, GAPDH 5| 9j ( E 1& 
Invitrogen) ;Premix Ex Taq (Perfect Real Time) ( H Z& 
TaKaRa) ; PrimeScript? RT reagent Kit (Perfect Real 
Time) (TaKaRa) ; Trizol (TaKaRa) ; Hi MGP Z yi [pt 
Wk CAbcam) ; 鼠 抗 B-catenin 多 克隆 抗体 (Abcamy) ; 鼠 抗 
Runx2 单 克隆 抗体 (Abcam) ; 免 抗 LRP5 多 克隆 抗体 
(Abcam); 鼠 抗 B-actin 单 克隆 抗体 、 山 羊 抗 小 鼠 IgG 二 
抗 ,HRP 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 、 鼠 抗 兔 IgG 二 抗 ,HRP 
辣 根 过 氧化 物 酶 标记 (北京 全 式 金 公司 ); 蛋 白 抽 提 试 剂 
盒 (北京 外 云天 公司 );PVDF 膜 (Millipore) ;发 光 试剂 盒 
(Millipore) , 碱 性 磷酸 酶 活力 试剂 盒 (南京 建成 公司 )。 
1.2 细胞 培养 及 药物 干预 

人 成 骨 了 肉瘤 细 胞 株 MG63 细胞 购买 于 美国 培养 保 
存 中 心 (ATCC 号 :CRL-1427)。 取 成 骨肉 瘤 细胞 MG63 
细胞 株 复 苏 ,用 含有 10%FBS+1% 青 - 链 霉 素 的 无 酚 红 
DMEM 培 养 液 , 置 于 含 5% CO,、37 培养 箱 中 培养 ， 
细胞 处 于 对 数 生 长 期 时 , 按 5x107 瓶 接种 于 25 cmt 
养 瓶 ,细胞 培养 液 每 2 d 更 换 1 次 。 当 细胞 汇合 度 达 
80% 左 右 时 进行 药物 干预 (1) 实验 分 为 3 组 干预 组 


(10? mol/L PTH,10-8 mol/L PTH\10” mol/L PTH) 及 空 
白 对 照 组 ;(2) 实 验 分 为 PTH 组 :107 mol/L PTH(1-34); 
PTH «- DKK-1 £H : 10" mol/L PTH(1-34)+200 ng/mL 
DKK-1;DKK-1 组 :200 ng/mL DKK-1; 空 白 对 照 组 :无 
酚 红 DMEM, 分 别 于 24 Ph 后 提取 各 组 总 mRNA( 按 
Trizol 操 作 说 明 进行 ),48 h 后 提取 各 组 总 蛋白 。 
1.3 碱 性 磷酸 酶 (ALP) 活 性 检测 

用 矿 化 诱导 液 [DMEM(H)+10%FBS+10 mmol/L 
BP- 甘油 磷酸 钠 +0.1 umol/L 地 塞 米 松 +50 pg/mL VitC] 培 
养 细胞 ,同时 按 前 述 分 组 加 入 PTH 及 Dkk-1 干 预 细胞 ， 
2-3 d 换 液 1 次 ,连续 诱导 7 d, 按 碱 性 磷酸 酶 染色 及 活力 
检测 试剂 盒 说 明 书 进行 染色 及 活力 测定 。 
1.4 荧光 实时 定量 PCR(qPCR) 检 测 mRNA 表达 

按照 试剂 盒 (PrimeScript@RTreagent Kit, 
TaKaRa) 要 求 操作 , 按 份 配置 逆转 录 反 应 液 ( 反 应 液 
置 在 超 净 台 内 在 冰 上 进行 )。 引 物 设 计 和 合成 :管家 基 
GAPDH 作为 内 参 基 因 ,根据 Genenbank 数据 库 , 由 
Primer express5.0 软件 设计 、 上 海 Invitrogen 公司 合成 
MGP、B-catenin、LRP5 .Runx2 和 GAPDH 引物 ,引物 序 
列 见 表 1。 根 据 最 终 的 优化 体系 , 内参 基因 和 目的 基因 
进行 Real-Time PCR 反应 。 
1.5 Western blot 检 测 蛋 白 表达 

按 和 蛋白 提取 试剂 盒 说 明 书 提取 细胞 总 蛋白 ,进行 
Western blote MJH Quantity One 软件 对 电泳 条 人 带 扫 描 
的 灰 度 值 进行 Western blotting 实 验 结果 的 数据 分 析 。 
1.6 统计 学 分 析 

用 IBM SPSS Statistics 20 统计 软件 进行 数据 分 
析 , 计 量 资料 以 均 数 + 标准 差 表 示 ,比较 两 组 如 果 方 差 齐 
用 :检验 ,方差 不 齐 用 秩 和 检验 ,多 组 间 比 较 用 ANOVA 
方差 分 析 。P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


cUù 


2 结果 
2.1 PTH 上调 MG63 细 胞 MGP 表 达 , 且 哇 剂量 依 懒 性 
用 10”、10*、10” mol/L PTH 分 别处 理 MG63 24 h, 
用 REPCR 方 法 检测 MGP mRNA 的 表达 量 发 现 ,MGP 
mRNA 的 表达 分 别 是 对 照 组 的 2.56 倍 ,4.14 倍 .7.81 倍 
(P<0.01, 图 1A)。 同 时 我 们 用 Western-blot 方 法 检测 细 
胞 裂解 液 中 MGP 和 蛋白 (12 000) 含 量 ,结果 显示 3 种 浓度 
PTH(10?,10*,107 molL) 均 相应 地 促进 MGP 和 蛋白 的 表 
达 , 且 呈 剂 量 依赖 性 增高 ,10” mol/L PTH 组 与 对 照 组 相 
比 ,P<0.05;10* mol/L PTH 组 .107 mol/L PTH 组 与 对 
照 组 相 比 (P<0.01, 图 1B、C)。 
2.2 PTH 增 加 MG63 细胞 碱 性 磷酸 酶 (ALP) 活 性 
根据 上 述 实验 ,我 们 选择 107 moyL 浓度 的 PTH 进 
一 步 研 究 PTH 处 理 MG63 细胞 是 否 对 成 骨 细胞 的 生成 
有 促进 作用 。ALP 是 成 骨 细胞 成 骨 活 动 相关 的 一 个 重要 
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1 PTH 上 调 MG63 细 胞 MGP 
B Control 10°PTH 10*PTH 107 PTH Fig.1 PTH up-regulates MGP expression in MG 63 


; i cells. A: RT-PCR results (**P«0.01 vs control); B: 
MGP T - 11 dem 12.000 Western blotting results; C: Quantitative analysis of 


: —— Western blotting results of three independent 
pagin A um 42.000 experiments (*P«0.01, **P«0.05). 


指标 。 药 物 Dkk-1 是 Wnt/B-catenin 信和 号 通路 的 特异 抑 。 而 Dkk-1 组 (图 2A-c) 相 对 减少 ,Dkk-1 与 PTH 联 合作 用 
制剂 。 经 过 矿 化 诱导 液 处 理 的 MG63 细胞 ,107 moyL ”时 (图 2A-d), 与 PTH 组 相 比 ALP 活 性 部 分 明显 减少 (图 
PTH,200 ng/mL Dkk-1、PTH+Dkk-1 分 别处 理 细胞 , 观 。 2A); 与 对 照 组 相 比 ,PTH 明 显 增 加 ALP 活 力 ,Dkk-1 明 
察 1 周 后 ALP 活 性 状态 。 如 图 2A 所 示 , 碱 性 磷酸 酶 染 ”“ 显 降 低 ALP 活 力 (*P<0.05) ,PTH 与 Dkk-1 联合 作用 
色 ( 偶 氮 偶 联 法 ) 显 示 细 胞 内 蓝 色 为 ALP 活 性 部 分 ,红色 ”时 , PTH 促 细胞 ALP 活 力 的 作用 被 抑制 (与 PTH 组 相 
为 细胞 核 。 与 经 过 矿 化 但 无 药物 处 理 的 对 照 组 (图 EE, "P«0.01, I 2B). 

2A-a) 相 比 , PTH 组 ALP 活 性 部 分 明显 增加 (图 2A-b)， 
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2 矿 化 诱导 的 MG63 细 胞 经 过 PTH 处 理 后 碱 性 磷酸 酶 活性 升 高 

Fig.2 PTH increases alkaline phosphatase (ALP) activity in mineralization solution-treated MG63 cells. A: ALP was stained by Azo 
coupling method (Original magnification: x40; a-d: Control, PTH, DKK, and PTH+DKK treatment groups, respectively). ALP was stained 
blue and the nucleus red; B: ALP ratio of treatment group relative to the control ("P«0.01, *P«0.05). 
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2.3 PTH 及 Dkk-1 对 人 MG63 细胞 MGP 及 wnt/ 
B-catenin 经 典 信 号 通路 相关 因子 基因 表达 的 影响 

本 实验 进一步 研究 经 PTH 处 理 后 MG63 细胞 
MGP、Wnt/B-catenin 通路 LRP5 B-catenin 及 Runx2 基 
因 表达 情况 。 如 图 3 所 示 ,在 用 107 mol/L PTH 作 用 于 
MG63 细胞 24 h 后 WnU/-catenin 经 典 信号 通路 
LRP5,p-catenin 及 Runx2 mRNA 的 表达 均 上 调 ,分别 
是 对 照 组 的 2.65 ,4.01,3.48 ffr (P«0.05, P«0.01) , Dkk-1 
f LRP5, f-catenin 及 Runx2 mRNA 的 表达 下 降 (P< 
0.05, P<0.01) ,但 Dkk-1 并 未 明显 抑制 MGP mRNA 的 
表达 ,差异 无 统计 学 意义 (P>0.05), 而 PTH 与 Dkk-1 联 
合作 用 时 ,Dkk-1 的 抑制 作用 抵消 了 PTH 促 MGP、 
LRPS.-catenn,Runx2 的 作用 (P<0.05,P<0.01)。 
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3 PTH 处理 MG63 细 胞 对 wnt/B-catenin 信 号 通路 相关 分 
子 mRNA 表达 的 影响 

Fig.3 Effect of PTH treatment on mRNA expressions in wnt/ 
B-catenin pathway in MG63 cells. *P«0.05, ***P«0.01; *P«0.05, 
"P«0.01. 


2.4 PTH(1-34)& DKK-1 对 MG63 细胞 MGP 及 Want/ 
B-catenin 信 号 通路 中 相关 因子 蛋白 表达 的 影响 

进一步 对 以 上 各 组 细胞 裂解 液 进行 Western-blot 
分 析 发 现 ,PTH 对 MGP 及 wntB-catenin 经 典 信 号 通路 
LRP5,-catenin 及 Runx2 和 蛋白 的 表达 的 影响 与 基因 一 
致 ,PTH 促 进 了 这 些 蛋 白 的 表达 ,Dkk-1 则 抑制 LRP5、 
B-catenin 及 Runx2 蛋白 的 表达 ,差异 均 有 统计 学 意义 
(P<0.05,P<0.01) ,但 与 对 照 组 相 比 MGP 和 蛋白 的 表达 无 
HH 5 2:55 (P50.05) ,PTH 5j Dkk-1 联合 作用 能 阻 断 PTH 
的 作用 ,与 PTH 组 相 比 ,MGP、LRP5 D-catenn , Runx2 
蛋白 的 表达 均 减 少 (P<0.05,P<0.01, 图 4)。 
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4 PTH 对 MG63 细 胞 的 wntB-catenin 经 典 信号 通路 相 
关 分 子 蛋 白 表 达 水 平 的 影响 

Fig.4 PTH treatment effect on the protein expressions in 
wnt/B-catenin pathway in MG63 cells. A: Western blot 
analysis of the protein expressions; B: Quantitative 
analysis of the results of three independent experiments. 
*P«0.05, ** P«0.01; *P«0.05, *P<0.01. 


3 Wit 

PTH 是 一 种 调节 钙 磷 代谢 EROUKA 3E 
要 激素 ,PTH(1-34) 作 为 抗 骨 质 琉 松 用 药 已 经 在 临床 上 
使 用 。PTH 调 节 骨 代谢 机 制 有 很 多 报道 ,近年 来 对 PTH 
5j MGP 及 Wnt/B-catenin 信号 通路 对 促进 骨 的 形成 与 
分 化 有 很 多 研究 进展 ,但 它们 之 间 的 关系 有 很 多 待 曾 
明 。 本 研究 从 以 下 几 个 方面 进一步 探讨 了 它们 之 间 的 

本 研究 进一步 在 体外 培养 的 MG63 细胞 中 证 实 
PTH 正 调控 了 MGP 的 表达 。MGP 是 一 种 维生素 开 依 
赖 性 循环 蛋白 , 它 广泛 存在 于 骨骼 、 牙 质 、 软 骨 、 心 、 
肺 等 组 织 中 "。 项 除 MGP 基 因 和 转基因 过 表达 MGP 
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的 小 鼠 研 究 显示 MGP 是 软骨 内 骨 形 成 和 血管 内 钙化 
的 重要 调节 因子 ,是 矿 盐 沉积 的 重要 抑制 物 ”"。 在 体 
内 ,MGP 主要 受 许 多 骨 代 谢 相 关 的 蛋白 或 因子 调节 ， 
PTH, $5 BE, ZE ^E R D 、 雌 激素 等 均 能 影响 或 调节 
MGP 的 表达 *“"。 向 小 鼠 颅 骨 注 射 PTH 会 使 MGP 的 
mRNA 的 表达 增加 2 倍 呈 。Gopalakrishnan 等 "发现 
PTH 呈 时 间 和 剂量 依赖 性 诱导 成 骨 细胞 MC3T3-E1 
的 MGP 表达 。 我 们 研究 小 组 也 发 现在 原 代 培养 SD 
大 鼠 成 骨 细胞 中 使 用 PTH 维生素 K2 .活性 维生素 
D3 、 阿 仑 腾 酸 盐 均 能 诱导 MGP mRNA 的 表达 ,上 且 呈 剂 
量 依赖 性 中 。 本 研究 显示 在 我 们 使 用 的 浓度 范围 内 (分 
别 是 10?.10*.107 mol/L) ,PTH(1-34) 刺 激 MGP 表 达旦 
剂量 依赖 性 ,PTH 浓 度 越 高 ,MGP 表 达 越 高 (图 1)。 我 
们 的 研究 与 Gopalakrishnan 等 * 在 MC3T3-E1 成 骨 样 
细胞 的 实验 结果 一 致 , 也 与 我 们 课题 组 在 去 卵 偶 SD 大 
鼠 上 的 实验 相符 合 %。 

我 们 证 实 PTH 促 进 了 人 成 骨 细胞 ALP 的 活性 
(图 2)。 碱 性 磷酸 酶 同 工 酶 3(ALP3) 是 骨 源 性 碱 性 磷 
酸 酶 (NBAP) ,是 成 骨 细胞 的 表 型 标记 物 之 一 , 它 可 直 
接 反 应 成 骨 细 胞 的 活力 或 功能 状况 。 我 们 研究 结果 和 
张 秀 珍 等 研究 相符 ,他 们 在 一 项 多 中 心 研究 数据 显示 绝 
经 后 骨 质 琉 松 患者 在 thPTH(1-34) 治 疗 后 第 6 个 月 ,第 
12 个 月 和 18 个 月 骨 形 成 指标 - 骨 碱 性 磷酸 酶 显著 增加 ， 
并 在 12 个 月 内 向 峰值 接近 ,12 个 月 后 ,上 升 减 慢 ,他 们 
认为 IhPTH 打 开 了 骨 生 长 窗 , 促 使 骨 形 成 加 速 。 我 们 
检测 Wnt/B-catenin 信号 通路 在 促进 成 骨 中 的 作用 。 
DKK-1 是 真 核 细胞 分 泌 型 糖 蛋白 ,能 与 Wnt 的 受 体 
LRP-$LRP-6 结 合 ,从 而 阻 断 WntypB-catenin 信号 通路 ， 
影响 成 骨 细 胞 分 化 ,在 实验 中 常 作为 Wnt/B-catenin 信 
号 通路 的 抑制 剂 。 当 使 用 DKK-1 组 干预 MG63 细胞 
后 ,ALP 活 性 明显 减少 ,而 PTH 和 DKK-1 联合 使 用 时 ， 
DKK-1 能 抵消 PTH 的 一 部 分 作用 ,但 不 能 完成 阻 断 
PTH 的 作用 。 我 们 的 结果 说 明 PTH 在 调节 Wnt/ 
B-catenin 信 号 通路 影响 成 骨 细 胞 的 代谢 和 活性 的 重要 
作用 ,也 提示 PTH 对 其 他 通路 的 作用 。 

我 们 检测 了 PTH 及 DDK-1 单 独 用 药 及 联合 用 药 
对 MGP 及 WNT 通 路 的 各 组 分 的 mRNA 及 和 蛋白 表达 水 
平 。 结 果 显 示 PTH(1-34)107 mol/L F fii MG63 细胞 
24 h/ri , MGP, Wnt/D-catenin 信号 通路 LRP5 ,p-catenin 
及 Runx2 的 mRNA 和 有 蛋白 水 平 都 较 对 照 组 升 高 ,同时 
相应 表达 的 蛋白 较 对 照 组 增多 。 用 Wnt/B-catenin 信 号 
通路 的 抑制 剂 DDK-1 后 MGP 的 mRNA 及 和 蛋白 表达 和 
对 照 组 相 比 ,没有 统计 学 差别 ,但 LRP5、B-catenin 及 
Runx2 的 表达 均 比 对 照 组 降低 ,而 PTH 及 DDK-1 的 联 
合用 药 时 ,PTH 的 作用 明显 被 DDK-1 抵 消 ,但 没有 完全 
抑制 。 这 些 结果 说 明 PTH 调 节 MGP 作 用 主要 不 是 通 
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过 Wnt/B-catenin 信 号 通路 ,这 一 结果 与 Fazenda 等 ”及 
Suttamanatwong 等 “文献 报道 的 报道 有 出 入 ,前 者 认为 
PTH 通 过 Runx2 促 进 了 MGP 的 表达 ,后 者 认为 Runx2 
对 MGP 的 调节 有 双重 作用 。 结 果 不 同 的 原因 之 一 可 能 
是 因为 每 个 实验 所 用 的 细胞 不 同 造成 。 因 此 ,我们 这 一 
结果 还 需要 进一步 在 MGP 基因 过 表达 及 项 除 实验 中 验 
证 ,并 在 更 多 的 骨 细 胞 株 中 研究 。 虽然 如 此 ,MGP 的 升 
高 本 身 会 对 骨 代 谢 起 作用 ,如 Kulkarni 等 ™ 作 了 类 似 
报道 , 即 PTH 通 过 上 调 MGP 影 响 骨 代谢 ,促进 成 骨 细 
胞 分 化 与 形成 ,而 PTH 通 过 WantB-catenin 信号 通路 对 
骨 代 谢 的 调节 起 着 重要 的 作用 。 有 研究 发 现 PTH 能 结 
E Runx2 的 启动 子 并 促进 Runx2 的 转录 " ,本 研究 结果 
显示 ,PTH 不 但 促进 了 Runx2 表达 ,也 促进 了 Wnt/ 
B-catenin 信 号 通路 的 LRP5 和 B-catenin 的 表达 ,因此 可 
对 下 游 的 Runx2 表 达 起 到 加 强 作用 ,Runx2 表 达 增 加 刺 
激 成 骨 细 胞 生长 ,降低 成 熟 成 骨 细 胞 凋 亡 六。 

我 们 的 结果 显示 DDK-1 不 能 完全 抑制 PTH 对 
ALP 的 作用 及 Wnt/B-catenin 作 用 ,除开 PTH 调 节 MGP 
的 作用 以 外 ,其 他 的 原因 还 与 PTH 还 通过 其 它 机 制 参 
与 骨 代 谢 的 作用 有 关 。 例 如 Yamashita 等 "认为 当 PTH 
与 成 骨 细 胞 表面 跨 膜 G 和 蛋白 偶 联 受 体 结合 ,激活 细胞 内 
PKA 和 PKC 通 路 ,导致 Runx2-PKA 活 性 增加 ,从 而 促 
进 胰岛 素 样 生长 因子 -1 和 胰岛 素 样 生长 因子 -2 及 成 纤 
维 细胞 生长 因子 基因 表达 ,从 而 促进 成 骨 细 胞 的 分 化 、 
增值 ,并 激活 抗 凋 亡 基因 Bcl-2 的 转录 阻止 其 调 亡 。 
Datta 等 ?研究 表明 丝 裂 原 活 化 蛋白 激酶 /细胞 外 调节 和 蛋 
白 激酶 通路 也 参与 PTH-R1 受 体 对 骨 形 成 的 调节 。 

本 研究 证 明 PTH(1-34) 可 诱导 体外 培养 的 成 骨 细 
胞 MG63 的 内 源 性 MGP 的 表达 ,及 Wnt/B-catenin 信 号 
通路 的 LRP5 、B-catenin 及 Runx2 等 主要 组 分 的 表达 ,从 
而 促进 成 骨 细 胞 ALP 活 力 ,促进 成 骨 作 用 。PTH(1-34) 
可 通过 上 调 Wnt/B-catenin 信 号 通路 及 增加 MGP 活 性 
促进 成 骨 细 胞 分 化 。 
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